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論文内容要旨
 【研究目的彊
 多発性硬化症に対して種々の免疫抑制剤による治療が行われてきたが,重篤な副作用のため長
 期投与は困難であった。ethylO一[N一(ρ一carboxypheny工)一carbamoy1]一mycophenolate(CAM)
 はミコフェノール酸誘導体であり,選択的IMP脱水素酵素阻害により免疫抑制作用を持つ。従
 来の免疫抑制剤に比較し副作用が軽微で長期投与が可能である。CAMの多発性硬化症に対する
 治療効果を検討する目的で,多発性硬化症の動物モデルであるラット実験的アレルギー性脳脊髄
 炎(EAE)にCAMを投与し,臨床徴候,脊髄浸潤細胞,末梢血リンパ球分画の経時的変化およ
 びリンパ球増殖反応の解析を行い,CAMによるEAEの発症抑制効果について検討した。
 【研究方法蝿
 Lewisratをモルモット脊髄ホモジェネートで感作して急性EAEを作成した。各群5匹で
 CAM-1群にはinductionphaseを含んで感作時より28日目まで連日CAM50,30,iOmg/㎏を,
 CAM-2群にはeffectorphaseである感作後10日より28日まで連日CAM50㎎/kgを経口投与
 した。臨床徴候を5段階評価し,定期的に経心的採血を行い,末梢血のヘマトクリット・白血球
 数を測定しフローサイトメトリーを用いてリンパ球分画を解析した。また,臨床徴候ピーク時に
 脊髄より浸潤細胞を採取して末梢血と同様に解析した。さらに12日目の所属リンパ節よりミエ
 リン塩基性蛋白(MBP)特異的増殖反応をMTT法により測定した。
 【研究結果翼
 CAM-1群の臨床徴候は対照群で3.4,CAM10㎎/㎏投与群で3.0,CAM30mg/㎏投与群でL5
 に軽減した。さらにCAM50mg/㎏投与群ではごく軽度の尾下垂のみで後肢麻痺を認めたラット
 はなかった。脊髄浸潤単核細胞数は対照群で2.06±0.49×106であったが,CAM30mg/kg投与
 群では0.99±0.43×106に減少し,CAM50mg/㎏投与群では0.10±0.01×106まで減少した。脊
 髄に浸潤しているリンパ球分画はCD4が優位であり,このうちCD45RC一(メモリー細胞)は
 95%以上を占めた。末梢血のリンパ球分画について,対照群では発症時にCD3,CD4,CD8の
 分画の変動を認めたが,CAM50皿g/kg投与群ではこの変動が抑制された。末梢血の
 CD4+CD45RC一(メモリー細胞)は投与前約50%であったが,CAM投与後徐々に減少し14日
 目には14%に減少した。また,副作用として中等度のヘマトクリットの低下を認めた。
 MBP特異的リンパ球増殖反応のstimulationindexは対照群でL87±0.14であるが,CAM
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 投与群ではし29±0.03と有意に減少した。
 一方,CAM-2群の臨床徴候・末梢血および脊髄浸潤リンパ球分画・脊髄浸潤単核細胞数は対
 照群と差はなかった。
 K考察顛
 CAMをinduc七ionphaseより投与するとEAEの発症が抑制され,臨床徴候の軽減に伴い脊
 髄浸潤細胞数の減少が認められた。様々な作用機序が考えられるが,CAMは活性化したリンパ
 球に発現している2型IMP脱水素酵素を選択的に阻害することが報告されており,所属リンパ
 節におけるMBP増殖反応の減少や,末梢血のリンパ球分画でCD4+CD45RC一(メモリー細胞)
 のみの減少を認めた結果から,抗原刺激によるリンパ球の活性化と増殖を抑制していることが示
 唆された。また,脊髄浸潤細胞の大部分がMBPに非特異的なCD4+CD45RC一であるEAEにお
 いて,CAMによる末梢血のCD4+CD45RC一の減少は,発症抑制に有益であると考えられた。
 本実験でeffectorphaseの有効性は明らかではなかったが,ミコフェノール酸はglycosylation
 を阻害し接着分子の発現を抑制するとの報告もあり,接着分子発現減弱によりEAEの発症が抑
 制されている可能性も考えられた。副作用は中等度の貧血であったが,投与中止後に回復してお
 り,造血機能の抑制は可逆性であった。
 CAMの多発性硬化症などの免疫性神経疾患治療への応用の可能性が示唆されたが,今後,さ
 らに詳細な作用機序の解明が期待される。
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 審査結果の要旨
 本研究は神経難病の一つで自己免疫性反応の関与が推測されながら,その成因が不明な多発性
 硬化症(MS)の治療薬を開発する試みである。慢性炎症性神経疾患の代表とも言うべき多発性
 硬化症の治療には中枢神経組織抗原に対する脱感作や様々な免疫抑制剤の投与が試みられてきた
 が,未だに臨床応用が可能な治療法は開発されていない。免疫抑制療法については,その有効性
 は認められてはいるが長期投与に適当な薬剤が未だ開発されていない。本研究で用いたミコフェ
 ノール酸(MPA)誘導体の免疫抑制の作用機序としてはIMP脱水素酵素活性の抑制による
 DNA合成阻害が推測されている。MPAは既に臓器移植,リュウマチ性関節炎の治療などに試
 みられ,その副作用が軽微なことから長期投与の可能性が大きな薬剤であるが,多発性硬化症の
 ような中枢神経の慢性炎症性疾患に対する有効性は検討されていない。本研究では多発性硬化症
 の動物実験モデルとして広く用いられている脊髄組織を抗原として感作した実験的アレルギー性
 脳脊髄膜炎(EAE)に対する有効性を検討している。
 MPA投与は経口的に行なわれ,実験群を投与量により50mg/kg/day,30mg/kg/day,10mg
 /kg/dayに分け,更に薬剤の投与を抗原感作時から行なった群と感作後10日目に開始した群に
 分けて比較検討している。薬効の判定には神経症状のほかに,神経組織から分離した浸潤細胞と
 末梢血について単核球,リンパ球の定量,リンパ球分画の変動の定量的解析をFACScanを用い
 て行なっている。更に局所リンパ節から分離,培養した単核球のMBPに対する反応性を検討し
 ている。
 神経症状についてみると,抗原感作時より薬剤投与した群では投与量依存性に症状の軽減と発
 症時期の遅延がみられ,50mg/kg/day投与群では,後肢麻痺の発現は完全に阻止され,一部の
 動物に軽度な尾下垂がみられたのみであった。感作後10日目より投与した群には有効性が認め
 られなかった。MPAの有効性がみられた動物ではEAEに伴う末梢血白血球の変動が抑制され
 ていたが,非感作動物と比較するとCD4+CD45RC一が有意に減少していた。50mg投与群では
 EAEに伴う体重減少も阻止されていた。
 神経組織への細胞浸潤をみると,対照群では神経症状の発現に先行してCD4優勢なリンパ球
 浸潤と単球の高度な浸潤がみられたが,MPA投与群では神経症状の改善の程度に並行して神経
 組織への炎症細胞数が減少していた。しかしCD4/CD8比など細胞分画の比率には著変が見られ
 なかった。50mg投与群では炎症はほぼ完全に阻止され,リン・f球の定量は不能であった。局所
 リンパ球のMBPに対する反応性も投与量依存性に低下しており,50mg/day投与群では非感作
 群と有意差がなかった。
 以上の結果よりMPAはEAEの導入期に有効で,これは感作細胞のクローン性増殖の抑制に
 よると推論しているが,MPAが二型のIMP脱水素酵素を選択的に阻害と考えると妥当な推論
 である。
 本研究は副作用が軽度で長期継続投与が可能な薬剤によって中枢神経の自己免疫性疾患を治療
 しうる可能性を示唆するもので,MSの治療の新しい方向性を示す研究として学位の授与に値す
 る。
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